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Kit Fetal Cell Count™

Diagnosi di trasfusione feto-materna tramite
citometria a flusso

[REF|' IQP-363 W 25 test

[ foglietto illustrativo
(€ Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Uso previsto

Il kit Fetal Cell Count™ & stato concepito per la
discriminazione e il rilevamento quantitativo di emazie fetali
umane nel sangue materno. Il kit Fetal Cell Count™ &
basato su un accurato e sensibile metodo citometrico a
flusso che offre un duplice rilevamento fluorescente di due
antigeni intracellulari, I'’emoglobina F (HbF) e I'anidrasi
carbonica (CA). Entrambi, HbF e CA, sono rilevati nelle
emazie del sangue ottenute da sangue intero periferico
umano anticoagulato con EDTA o eparinizzato. La completa
colorazione a due colori e l'analisi di un massimo di
5 campioni pu0 essere conclusa entro 2 ore dal prelievo
sanguigno.

Principio del test

I metodo del Fetal Cell Count™ si basa su una
combinazione di due anticorpi. Uno é& diretto contro
I'’emoglobina fetale (HbF) presente nei Globuli Rossi fetali
ed in percentuale minima nei Globuli Rossi adulti (cellule F).
Il secondo anticorpo € diretto contro l'anidrasi carbonica
(CA), un enzima presente solo nei Globuli Rossi adulti e in
cellule fetali in stadio molto avanzato. II metodo di
citometria a flusso a due colori consente il rilevamento
contemporaneo di questi due antigeni intracellulari, mentre
I'uso della formaldeide come fissativo e del dodecilsolfato di
sodio (SDS) per la permeabilizzazione di Globuli Rossi
fissati risulta in una bassa colorazione dello sfondo, una
perdita di HbF trascurabile e un‘agglutinazione minima delle
cellule.

Con ogni campione del paziente insieme al test occorre
includere un campione di sangue adulto (maschile) con
I'aggiunta del 5% di sangue del funicolo ombelicale come
controllo positivo e, come controllo negativo, un campione
di sangue adulto (maschile) normale senza l'aggiunta di
sangue cordonale.

Contenuto del kit

o

Reagente A Soluzione fissante (A) - 2,5ml
Contenente < 0,1% sodio azide

Reagente B Soluzione fissante (B) - 2,5ml

Formaldeide tamponata

@ @ PERICOLO

Reagente C Soluzione permeabilizzante (C) - 2,5mil
Contenente dodecilsolfato di sodio

(SDS)

Reagente D Soluzione di lavaggio (10xD) 1x50 ml
(10x) concentrata 10 volte - PBS

contenente eparina

Reagente E Anticorpo monoclonale all’anidrasi 1,3 ml
carbonica umana coniugato con FITC,

contenente < 0,1% sodio azide

Reagente F Anticorpo monoclonale all’'emoglobina | 1,3 ml
fetale umana coniugato con R-PE,

contenente < 0,1% sodio azide.

Ciascu kit contiene i reagenti sufficienti per eseguire
25 esami.

Materiale di laboratorio necessario ma non
incluso

Centrifuga da laboratorio, provetta da laboratorio sterile da
5 ml, provette da microcentrifuga sterili a fondo conico;
tampone fosfato salino (PBS), ph 7,4, acqua
demineralizzata; provette con anticoagulante per il prelievo
di sangue; micropipette regolabili e punte; vortex;
emocitometro o contacellule automatico; cronometro/timer.
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¥ 4 Conservazione

Al momento della consegna, conservare i reagenti a 2-8 °C.
Evitare l'esposizione diretta alla luce solare. I reagenti
conservati conformemente alle istruzioni rimangono stabili
fino alla data di scadenza indicata sull’etichetta. Per test
ripetuti, conservare i reagenti immediatamente dopo I'uso a
2-8 °C.

A & * Avvertimenti e precauzioni

I reagenti contengono sodio azide che pud reagire con le
tubature di piombo o rame formando azidi metalliche
esplosive. Al momento dello smaltimento, sciacquare con
acqua abbondante per prevenire la formazione di azidi.
Tutti i reagenti saranno maneggiati nel rispetto delle
corrette pratiche di laboratorio, adottando le adeguate
precauzioni. Maneggiare inoltre tutti i campioni di paziente
con l'adeguata cura. Non aspirare alla pipetta con la bocca
ed indossare guanti durante la procedura. Il Reagente B
contiene formaldeide, un allergenico altamente tossico e
reagente potenzialmente cancerogeno da trattare secondo
le corrette procedure di laboratorio, adottando adeguate
precauzioni. Evitare il contatto con pelle o occhi.

Il test sara eseguito da un operatore di laboratorio
autorizzato e competente. Rivolgersi al produttore se il kit
originale & danneggiato.

Raccolta e preparazione del campione
Preparazione dei reagenti

- Prima di procedere con il test, diluire la soluzione di
lavaggio concentrata 10 volte (reagente D 10x). Per
ciascun campione sono necessari circa 16 ml di reagente
D 1x. Aggiungere 18 ml di acqua demineralizzata filtrata
a 0,2 pum a 2 ml di soluzione di lavaggio con reagente D
10x. II volume totale sara 20 ml di soluzione di lavaggio
con reagente D 1x (volume massimo). Ad esempio, per il
test di un campione del paziente, di un controllo negativo
e di uno positivo viene utilizzato un totale di 60 ml di
reagente D 1x.

- Tutti i reagenti devono essere a temperatura ambiente
prima dell'uso. Soprattutto il reagente C deve essere a
temperatura ambiente (€ necessario che tutti i precipitati
siano dissolti prima dell'uso).

Raccolta e processazione di un campione del
paziente

- Raccogliere (almeno) 1 ml di sangue venoso in una
provetta contenente EDTA o eparina tramite prelievo
venoso asettico. I campioni di sangue devono essere
conservati a 2-8 °C o a temperatura ambiente (20-25 °C)
fino alla processazione. Dopo 12 ore il campione dovra
essere conservato a 2-8 °C e testato entro 72 ore.

- Il campione del paziente conservato (12-72 ore) deve
essere lavato tre volte con reagente D 1x (3 x 2 ml a 300
g per 3 minuti, frenata lenta) prima di iniziare i test. Se
possibile, usare I'avvio e l'arresto lento della centrifuga.

Processazione di sangue del cordone ombelicale e
di sangue adulto da usare per esperimenti di
spiking

- Anche il sangue del cordone ombelicale e il sangue adulto
da usare per esperimenti di spiking possono essere
conservati fino a 72 ore.

- Il sangue del cordone ombelicale e il sangue adulto
devono sempre essere lavati tre volte con reagente D 1x
(3 x 2 ml a 300 g per 3 minuti, frenata lenta) prima dello
spiking e dell'inizio della procedura di colorazione. Se
possibile, usare I'avvio e l'arresto lento della centrifuga.
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Campioni di controllo

Analizzare sempre un campione di controllo
positivo e negativo con ciascun campione del paziente.
Si consiglia come campione di controllo positivo una
miscela di sangue del funicolo ombelicale e sangue adulto
(maschile). Qualora non fosse disponibile sangue del
funicolo ombelicale & possibile utilizzare FETALtrol
(FH101). Si consiglia come campione di controllo negativo
sangue adulto (maschile) senza aggiunta.

Utilizzo del controllo positivo per |'impostazione del
citometro

- Miscelare circa 5% di sangue del cordone ombelicale in
sangue adulto normale (v/v). Miscelare solo sangue del
cordone ombelicale e sangue adulto lavati.

* Quando la miscela non viene usata solo per
I'impostazione e il controllo ma anche per una
quantificazione accurata delle cellule ottenute tramite
spiking, gli eritrociti nei campioni di sangue del cordone
ombelicale e di sangue adulto devono essere contati su
un analizzatore ematologico. Da questi numeri € possibile
calcolare lo spike accuratamente.

Controllo negativo (senza cellule fetali)

- Per un controllo negativo & consigliabile usare il sangue di
un uomo adulto. Nella procedura trattare questo
materiale come campione del paziente.

Procedura del test con il kit Fetal Cell Count™

Fissazione e permeabilizzazione
Campione di controllo (spiked) e campione del
paziente

Etichettare una provetta per centrifuga da 5 ml a fondo
conico separata per ciascun campione di paziente e per i
controlli esterni positivo e negativo.

2. Aggiungere 100 pl di Reagente A in ogni provetta.

3. Aggiungere 10 ul di sangue intero con anticoagulante
EDTA, mescolare e agitare su vortex. Se come
campione di  controllo viene usato FetalTrol,

aggiungerne 5 ul.

4. Aggiungere 100 ul di Reagente B e agitare su vortex.

5. Incubare la sospensione di cellule mescolate a
temperatura ambiente esattamente per 30 minuti.
Mescolare la sospensione delicatamente ogni 10 minuti.

6. Aggiungere 2 ml di reagente D 1x e miscelare piu volte
per inversione le provette con le cellule.

7. Centrifugare la sospensione di cellule a 300 g per 3
minuti.

8. Rimuovere il surnatante.

9. Aggiungere 100 pl di reagente D 1x.

10.Sospendere nuovamente il pellet di cellule e agitare su
vortex delicatamente.

11.Aggiungere 100 ul di reagente C e agitare su vortex; il
tempo esatto di incubazione di 3 minuti ha inizio con la
prima provetta. Il reagente C deve essere a
temperatura ambiente (& necessario che tutti i
precipitati siano dissolti prima dell'uso).

12.Dopo esattamente 3 minuti, aggiungere 2 ml di
reagente D 1x e miscelare piu volte per inversione le
provette con le cellule.

13.Centrifugare la sospensione di cellule a 300 g per 3
minuti.

14.Rimuovere il surnatante.

15.Aggiungere 2 ml di reagente D 1x e sospendere
nuovamente il pellet di cellule agitando le provette piu
volte per inversione.

16.Centrifugare la sospensione di cellule a 300 g per 3
minuti.

17.Rimuovere il surnatante.
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18.Sospendere nuovamente il pellet di cellule in 1 ml di
reagente D 1x e risospendere le cellule agitandole su
vortex delicatamente.

colorazione

Campioni di controllo la

immunofluorescente

per

19.Etichettare quattro provette a fondo conico da usare
con il citometro a flusso con S1, S2, S3 e S4.
Aggiungere i diversi componenti alle provette in base
alla tabella 1 e miscelare.

Incubare a temperature ambiente per 15 minuti al buio

(evitare la luce diretta).

20.

21.

Provetta Campione con Reagente Reagente
I'aggiunta del E F
5%
S1 50 pl --- ---
S2 50 pl 50 pl ---
S3 50 pl --- 50 pl
S4 50 pl 50 pl 50 pl
Tabella 1. Componenti da mettere insieme per la

regolazione delle impostazioni del citometro a flusso.
22.Aggiungere 2 ml di reagente D 1x e centrifugare la
sospensione di cellule a 300 g per 3 minuti.
23.Rimuovere il surnatante.
24.Sospendere nuovamente il pellet di cellule in 500 pl di
reagente D 1x.
Le cellule sono ora pronte per l'acquisizione dei dati
tramite citometria a flusso. Le cellule devono essere
esaminate entro 30 minuti.

25.

Campione del paziente la colorazione

immunofluorescente

per

26. Mettere insieme in una nuova provetta a fondo conico e
mescolare bene:
a) 50 pl di Reagente E - CA FITC antiumano
b) 50 pl di Reagente F — HbF R-PE antiumano
c) 50 ul di sospensione di eritrociti (la sospensione
di cellule ottenuta
al punto 18)
27. Incubare a temperature ambiente per 15 minuti al buio

28.

29.
30.

31.

2/5

(evitare la luce diretta).

Aggiungere 2 ml di reagente D 1x e centrifugare la
sospensione di cellule a 300 g per 3 minuti.

Rimuovere il surnatante.

Sospendere nuovamente il pellet di cellule in 500 ul di
reagente D 1x.

Le cellule sono ora pronte per l'acquisizione dei dati
tramite citometria a flusso. Le cellule devono essere
esaminate entro 30 minuti.

Acqu|5|2|one dei dati
Devono essere raccolti dati in modalita elenco di almeno
100.000 eventi per i parametri FSC, SSC e segnali di
fluorescenza per entrambi gli anticorpi coniugati con
fluorocromi, con la regione chiusa agli eritrociti.
Meno di 100.000 eventi influiranno sulla precisione
dell'analisi.
Per impedire la coincidenza del passaggio di cellule fetali
e cellule materne attraverso il laser, & consigliabile
analizzare i campioni a una velocita medio-bassa.

ReqU|S|t| della strumentazione
Accertarsi che il citometro a flusso sia calibrato
correttamente secondo le istruzioni del produttore.
Si consiglia di eseguire regolarmente la calibrazione e
la manutenzione dello strumento.
Il citometro a flusso deve essere utilizzato da un
tecnico esperto. La valutazione dei risultati deve essere
eseguita da una persona esperta nell'interpretazione dei
dati di citometria a flusso.
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Impostazioni della strumentazione

Questa procedura descrive l'impostazione del citometro a
flusso prima dell'acquisizione e dell'analisi dei dati con il kit
Fetal Cell Count™.

Durante l'analisi e piu facile interpretare i dati quando il
numero di eventi in ogni dot-plot e limitato a 10.000
eventi.

Analisi

1. Selezionare tutti gli eritrociti nelle cellule del controllo
negativo (S1; controllo non colorato)

usando una regione ed escludere detriti e rumore di

fondo impostando la soglia FSC appropriata (vedere

il citogramma 1). Selezionare I'amplificazione

logaritmica per gli incrementi di FSC e SSC. Attivare

la regione per tutte le successive fasi di valutazione.

10 10
FITC-A

FSC-A

Citogramma 1 Citogramma 2

Lo stesso campione (S1; controllo non colorato)
deve essere usato anche per regolare il voltaggio dei
fotomoltiplicatori (PMT) FL1 e FL2. I segnali di base
FL1/FL2 saranno posizionatinell'angolo inferiore
sinistro di un dot-plot FL1 rispetto a FL2 (vedere il
citogramma 2).

I duplicati possono essere esclusi rendendo una
regione positiva nei singoli eventi, escludendo i
duplicati nel dot-plot dell'area FSC rispetto alla
larghezza FSC (vedere il citogramma 3).

Usare la combinazione di regione 1 (eventi) e
regione 2 (singoli eventi) in tutte le altre fasi e per
tutti i campioni della valutazione.

(x1,000)

0
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Citogramma 3

Per regolare la compensazione di FITC da FL2, deve

essere analizzato il campione colorato con anti-
anidrasi carbonica FITC (S2). I segnali positivi
FL1 (globuli rossi adulti) verranno rappresentati nel
quadrante inferiore destro del dot-plot FL1 rispetto a
FL2 (vedere il citogramma 4).

5. Le impostazioni di compensazione della fluorescenza
tra i segnali di fluorescenza FITC e R-PE devono
essere ottimizzate per separare le cellule fetali dalle
cellule F materne. Analizzare il campione colorato
con il solo anti-HbF R-PE (S3) per regolare la
compensazione di R-PE da FL1. I segnali positivi FL2
(globuli rossi fetali) verranno rappresentati nel
quadrante superiore sinistro del dot-plot FL1 rispetto
a FL2 (vedere il citogramma 5).

o
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FITC-A

Citogramma 4

FITC-A

Citogramma 5

Infine, deve essere analizzato il campione
preparato conl'aggiunta del 5% di sangue (S4)
per verificare che siano state acquisite le corrette
impostazioni del citometro. Per valutare il campione,
posizionare l'asse orizzontale del quadrante
immediatamente al di sotto della popolazione
positiva HbF (vedere il citogramma 6) e l'asse
verticale immediatamente a sinistra della
popolazione positiva CA ma negativa HbF.I globuli
rossi fetali sono collocati nel quadrante superiore
sinistro del dot-plot, mentre le cellule F interferenti
(materne) sono collocate nell'angolo destro inferiore
insieme al resto degli eritrociti materni.

10
FITC-A

Citogramma 6

L'impostazione & stata completata ed e possibile
procedere con l'analisi dei campioni dei pazienti.
Quando il campione di controllo positivo, come
indicato nella sezione dei campioni di controllo, non
mostra alcuna colorazione delle cellule fetali per HbF
(canale PE), l'analisi non & valida e deve essere
eseguita nuovamente.

Risultati

I risultati della valutazione dei campioni di sangue dei
pazienti sono quantitativi e costituiscono una fonte
affidabile per definire la concentrazione di Globuli Rossi
fetali nella circolazione sanguigna della madre. I globuli
rossi fetali vengono riconosciuti per la loro chiara
espressione di HbF combinata con un'espressione di CA piu
debole. Si differenziano cosi dai Globuli Rossi materni che
non presentano alcun segnale HbF, ma una chiara
espressione di CA, e dalle cellule F materne, caratterizzate
da una bassa espressione di HbF ed una chiara espressione
di CA. Dopo la trentaduesima settimana circa di gestazione
I'espressione di CA diventera piu forte. Alla trentottesima
settimana di gestazione e nelle settimane successive le
cellule fetali potranno gia presentare lo stesso livello di CA
delle cellule materne.

I risultati tipici ottenuti con il kit Fetal Cell Count™ sono
presentati ai paragrafi Impostazione degli strumenti e
Caratteristiche di performance. La precisione del
conteggio di Globuli Rossi fetali & stata valutata su
popolazioni miste di Globuli Rossi di sangue adulto e di
cordone ombelicale. I citogrammi dimostrano in maniera
evidente l'utilita di un secondo marker delle emazie, la CA,
per la discriminazione precisa tra diverse popolazioni di

Globuli Rossi in sangue materno. Senza la CA come
marcatore, la discriminazione tra Globuli Rossi fetali e
concentrazioni variabili di cellule F materne risulta

problematica.
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Inoltre, i risultati ottenuti e la percentuale di Globuli Rossi
fetali possono essere usati per calcolare il volume totale di
Globuli Rossi fetali nella circolazione sanguigna materna.

Controllo della qualita

Tutti i reagenti del kit Fetal Cell Count™, nonché la linearita
e precisione del conteggio delle emazie fetali, sono stati
testati su diverse popolazioni miste di GLOBULI ROSSI di
sangue adulto e di cordone ombelicale. [17,18]

Limiti della procedura

La raccolta dei campioni sara eseguita da personale con
esperienza nelle tecniche asettiche.

Il kit Fetal Cell Count™ & inteso per il rilevamento
tramite citometria a flusso e non per l'uso con la
microscopia a immunofluorescenza.

L'efficacia del kit Fetal Cell Count™ con campioni non
composti da Globuli Rossi umani non ¢ stata definita.

* Il kit Fetal Cell Count™ & destinato all’'uso diagnostico in
vitro nei paesi che appartengono alla Comunita
Europea. In tutti gli altri paesi sara classificato “Ad
esclusivo uso di ricerca”. .

L'accuratezza dei risultati con il citometro a flusso
dipende dal corretto allineamento e calibratura del
laser, nonché dalla corretta impostazione del gate.

* Lisi degli eritrociti e un calo del contenuto di HbF e CA
non puod essere escluso se le cellule sono conservate a
temperatura ambiente per piu di 72 ore (3 giorni).
Pertanto, la preparazione delle cellule e l'incubazione
sara eseguita sempre entro 3 giorni dal prelievo del
sangue.

Caratteristiche di performance

Specificita di legante di anticorpi - Risultati di studi
interni hanno concluso che I'anticorpo diretto contro I'HbF
(emoglobina fetale) riconosce solo la catena v
dell’'emoglobina F, mentre il secondo anticorpo (policlonale)
¢é specifico per I'antigene CA (anidrasi carbonica).

Correlazione con la versione migliorata del kit Fetal
Cell Count™ (IQP-363)

La presente versione € la versione migliorata del kit Fetal
Cell Count basato sulla colorazione diretta dei due marker
usati (IQP-379). Diversi studi dimostrano una performance
identica delle due versioni. Il coefficiente di correlazione
(r?) tra le due versioni & > 0,99.

Linearita - La misurazione delle miscele artificiali per il
range di concentrazione (teorico) 0,02 - 5,0% (v/v) mostra
un’elevata correlazione (r = 0,999), se vengono misurate
100.000 cellule. Detta correlazione aumenta se le analisi
comprendono un maggior numero di cellule.

Specificita - 1 campioni testati di donatori di sangue di
controllo non mostrato colorazione nell'area in alto a
sinistra (UL). Questi dati dimostrato che non c’e alcuna
interferenza nell’area UL che possa provocare un conteggio
errato delle cellule fetali.

Limiti di rilevamento - 1| limite di rilevamento del test &
basato sulla misurazione di miscele artificiali e definito
come 0,014% se vengono valutate 100.000 cellule. La
precisione aumenta con I'aumentare del numero di eventi.

Valutazione clinica - Sono stati testati complessivamente
737 campioni nel corso di due diversi studi clinici. In questa
sede € riprodotta solo una parte degli studi. Le
pubblicazioni contenenti tutti i dati possono essere richieste
a marketing@igproducts.nl

Nel corso della valutazione clinica, il kit Fetal Cell
Count™ (IQP-379) migliorato € stato confrontato con la
precedente versione (IQP-370) basata sulla colorazione
indiretta dei marker. La correlazione tra le due versioni
& risultata r?> > 0,995.

o
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* Una valutazione clinica & stata eseguita per studiare la
performance del kit Fetal Cell Count™ (IQP-370) in
confronto al test solitamente usato di Kleihauer-Betke.
In detto studio sono stati esaminati 130 campioni di
pazienti.

Fetal Cell Count™

+ - Total
. + 17 11 28
Kleihauer-Betke N 0 102 102
Total 17 113 130

Nel 13,1% dei casi (17/130) e stata individuata una
trasfusione feto-materna con entrambi i metodi.

* Su un totale di 130 pazienti, 28 (28/130 - 21,50%)
sono risultati presentare cellule fetali con il test
Kleinhauer-Betke; di questi, solo 17 pazienti (17/28 -
61%) avevano vere cellule fetali secondo il kit Fetal Cell
Count™ (range 0,17 - 11,2%). Gli altri 11 pazienti
positivi sottoposti al test (11/28 - 39%) avevano un
pattern di test Kleinhauer-Betke atipico, con una
colorazione quasi impercettibile di alcune cellule.

* Dei 11 pazienti positivi di test Kleinhauer-Betke e
negativo di test Fetal Cell Count™ Kit 7 avevano un
pattern di test Kleinhauer-Betke atipico, con una
colorazione quasi impercettibile di alcune cellule. Dei
pazienti ha mostrato il tipico pattern della talassemia. Ai
pazienti in questione era stata diagnosticata la
talassemia.
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Garanzia

La sola garanzia offerta & di conformita a quantita e
contenuti indicati sull’etichetta al momento della fornitura al
cliente. Non vengono concessi altri tipi di garanzia, espressi
o impliciti, che esulino dalla descrizione riportata
sull’'etichetta del prodotto. IQ Products bv non sara
responsabile di danni alla proprieta, ferite personali o
perdite economiche causate dal prodotto.

Legenda dei simboli

(13 Consultare le Istruzioni per l'uso

Numero di catalogo

4 Sufficiente per

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

A Attenzione, consultare il documento
allegato

® Conservare al riparo dalla luce (solare)

& Rischio biologico

’'e Limiti di temperatura (°C)

RUO Ad exclusivo uso di ricerca

Codice del lotto

& Utilizzare entro aaaa-mm-gg

wl Fabbricante

[EC|REP Mandatario nella Comunita Europea

Ce Conformité Européenne (Conformita

Europea)
Il prodotto é registrato "per uso diagnostico in vitro” nei

paesi che appartengono alla Comunita Europea. In tutti gli
altri paesi sara classificato “ad esclusivo uso di ricerca”,
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